Порівняння продуктів протеолізу концентрату сироваткових білків, отриманих за дії різних протеолітичних препаратів by Yukalo, Volodymyr et al.
УДК 577.122.2/153.2 
DOI: 10.15587/1729-4061.2019.177314 
 
Порівняння продуктів протеолізу концентрату сироваткових білків, 
отриманих за дії різних протеолітичних препаратів 
 
В. Г. Юкало, К. Є. Дацишин, Л. А. Сторож 
 
Важливим джерелом біоактивних пептидів є гідролізовані продукти на 
основі молочної сироватки: гіпоалергенні продукти, гідролізати для дитячого 
харчування, продукти для спортсменів. Проте при їх виробництві 
використовують протеолітичні препарати різного походження. Це може 
відобразитися на ступені протеолізу протеїнів-попередників біологічно 
активних пептидів (БАП), молекулярно-масовому розподілі продуктів 
протеолізу і, відповідно, ймовірності утворення БАП. Було проведено 
порівняння ступеню протеолізу протеїнів концентрату сироваткових білків 
(КСБ) і встановлення молекулярно-масового розподілу продуктів протеолізу, 
отриманих за дії протеолітичних препаратів тваринного, рослинного і 
мікробіологічного походження. Для проведення протеолізу були використані 
наступні ензимні препарати: папаїн, нейтральна протеаза, трипсин, 
хімотрипсин і панкреатин. Як субстрат використовували КСБ. Перед 
протеолізом в ньому було охарактеризовано фракційний склад протеїнів та 
молекулярно-масовий розподіл протеїнів і пептидів. Протеоліз 15 % розчину 
КСБ проводили при температурі 37 °C, значенні рН 7,9 та співвідношенні 
ензим:субстрат – 1:20. Під час протеолізу періодично відбирали зразки для 
спектрофотометричного визначення продуктів протеолізу, розчинних в 5 % 
трихлороцтовій кислоті (ТХО). Молекулярно-масовий розподіл отриманих 
поліпептидів і пептидів встановлювали гель-фільтрацією реакційної суміші 
після осадження нерозщеплених протеїнів в 5 % ТХО. 
В результаті проведених досліджень було встановлено, що основна 
кількість продуктів протеолізу утворювалася в перші 30–60 хвилин. Протеоліз 
в основному завершувався до 120 хвилини. Гель-фільтрацією на сефадексі G-50 
було показано, що гідролізати відрізняються за молекулярно-масовим 
розподілом. Найвища кількість низькомолекулярних пептидів (М<1500 Да) була 
отримана за дії нейтральної протеази (29 %) і панкреатину (25 %).Основний 
попередник БАП – β-лактоглобулін, за результатами електрофорезу, показав 
найвищу чутливість до дії нейтральної протеази (79 %), панкреатину (81 %) і 
трипсину (71 %) 
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препарати, протеоліз, біоактивні пептиди, гель-фільтрація, електрофорез 
 
1. Вступ 
В останні роки цінність молочних білкових продуктів часто пов’язують з 
біологічною дією самих протеїнів, а також продуктів їх нормального 
розщеплення травними протеазами – біоактивних пептидів. Зокрема, це в 
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значній мірі стосується протеїнів сироватки молока. На сьогоднішній день 
знайдено сотні пептидів, які позитивно впливають на функції нервової, 
серцево-судинної, травної систем організму [1]. Окремі пептиди відіграють 
важливу роль в розвитку імунної системи, проявляють бактерицидну та 
антиканцерогенну дії. В багатьох випадках вже встановлено умови, при яких 
утворюються біоактивні пептиди, та механізм їх дії [2, 3]. 
Одним з важливих шляхів переробки сироватки молока є протеоліз [4]. 
Зокрема, з допомогою протеолізу виробляють продукти для харчування 
спортсменів, дитячі молочні суміші, гіпоалергенні продукти, продукти для 
ентерального харчування [5]. У технологіях виробництва цих продуктів 
використовують різні ензимні протеолітичні препарати тваринного, рослинного 
і мікробіологічного походження [6]. Протеоліз проводять в оптимальних 
умовах для кожного з цих препаратів. Умови і специфічність протеолітичної дії 
на протеїни сироватки при цьому можуть суттєво відрізнятися. У зв’язку з цим 
виникають запитання: чи не втрачається при цьому позитивний потенціал, 
закладений природою у вигляді біоактивних пептидів, і чи можуть 
утворюватися біоактивні пептиди при використанні різних протеолітичних 
препаратів. Тому актуальним є порівняння характеру протеолізу 
протеолітичними препаратами різного походження протеїнів сироватки молока. 
 
2. Аналіз літературних даних та постановка проблеми 
В процесі протеолізу протеїнів сироватки молока в шлунково-кишковому 
тракті утворюється велика кількість різних біоактивних пептидів (БАП). Це 
доведено в багатьох дослідженнях in vitro та in vivo. До основних попередників 
БАП серед протеїнів сироватки молока відносяться β-лактоглобулін (β-LG), α-
лактальбумін (α-LA) і лактоферин (LF) [7]. Більшість (близько 75 % відомих 
БАП) було отримано в результаті протеолізу сироваткових протеїнів-
попередників ензимами підшлункової залози [2]. В першу чергу це стосується 
трипсину і хімотрипсину, а також сумісної дії протеаз підшлункової залози. 
Декілька пептидів з бактерицидною дією утворюються в результаті протеолізу 
LF ензимами шлункового соку: пепсином і хімозином. Окремі пептиди з 
антигіпертензивною дією було отримано за дії нейтральної протеази з Bacillus 
subtilis, а також протеїнази K [8]. 
За біологічною дією на фізіологічні системи організму БАП з протеїнів 
сироватки можна розділити на чотири групи. Це БАП, які впливають на 
серцево-судинну систему (антигіпертензивні), на нервову систему (агоністи 
опіатних рецепторів), на травну систему (регулятори моторики кишківника) та 
імунну систему (імуномодуляторні і антимікробні пептиди) [7]. Окрім цього, 
велика група БАП може знешкоджувати радикали і проявляти антиоксидантну 
дію [9, 10]. Значний інтерес становлять такі нові види біологічної активності як 
антидіабетична дія і регуляція апетиту. Механізм дії антидіабетичних пептидів 
полягає у гальмуванні дипептидил-пептидази IV, яка розщеплює 
інсулінотропний поліпептид [11, 12]. На стадії дослідження знаходиться 
складний механізм регуляції апетиту за дії БАП з протеїнів сироватки 
молока [13]. Ділянки первинної структури, що відповідають БАП, нерівномірно 
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розподілені між основними фракціями протеїнів сироватки. Найбільше таких 
послідовностей знайдено в β-LG. Близько 50 % амінокислотних залишків β-LG 
входять до складу різних БАП [2]. Менше таких послідовностей у складі α-LA 
(близько 39 % залишків) і LF (близько 10 % залишків). Також БАП притаманна 
певна фракційна специфічність за біологічною дією. Так, β-LG є попередником 
всіх відомих видів БАП, окрім імуномодуляторних. З α-LA не утворюється 
БАП з гіпохолестеролемічною дією та пептиди, що впливають на моторику 
кишківника. БАП з LF володіють лише двома видами біологічної дії: 
імуномодуляторною і бактерицидною. 
В багатьох дослідженнях доведено, що БАП, які утворюються в результаті 
нормального травлення протеїнів сироватки молока в шлунково-кишковому 
тракті, позитивно впливають на організм [1]. Важливим джерелом таких БАП 
можуть бути гідролізовані продукти на основі молочної сироватки 
(гіпоалергенні продукти, гідролізати для дитячого харчування, продукти для 
спортсменів). При виробництві таких продуктів використовують протеолітичні 
препарати різного походження. До них можна віднести нейтральну протеазу, 
яку продукують штами Bacillus subtilis, препарат «Флавоензим» з культури 
Aspergillus oryzae, а також панкреатин з підшлункової залози. При отриманні 
гіпоалергенних сумішей показано, що β-LG проявляє стійкість до дії пепсину, 
але добре розщеплюється папаїном, трипсином і нейтральною протеазою. Різні 
препарати мікробіологічного і рослинного походження також застосовують  
при виробництві продуктів для спортсменів [14, 15]. Ці препарати 
характеризуються різною специфічністю і активністю [6]. В той же час 
більшість природних БАП утворюються за дії протеолітичних ензимів 
шлунково-кишкового тракту. Численні БАП були відкриті в останні десятиліття 
і знаходяться на стадії дослідження [7]. Підбір протеолітичних препаратів для 
виробництва гідролізатів  протеїнів сироватки проводився, як правило, без 
врахування можливості утворення БАП. Ця ситуація склалася в результаті того, 
що БАП з протеїнів сироватки молока були відкриті значно пізніше, ніж інші 
БАП з молока [2]. На той час більшість технологій, які включають стадію 
протеолізу протеїнів сироватки, вже були розроблені. При цьому, звичайно, не 
враховувалась специфічність і ступінь протеолізу протеїнів-попередників БАП. 
Основна увага зверталася на органолептичні і технологічні показники [16]. 
Очевидно, що заміна ензимних препаратів мало відобразиться на технологічних 
процесах виробництва гідролізованих продуктів та їх собівартості, проте може 
значно підвищити їх цінність за рахунок утворення природних БАП. 
Можливість утворення природних БАП тісно пов’язана із ступенем протеолізу 
окремих протеїнів-попередників БАП, а також молекулярно-масовим 
розподілом отриманих продуктів протеолізу [17]. Питання порівняння цих 
показників за дії протеолітичних препаратів різного походження на протеїни 
сироватки молока залишається невирішеним.  
 
3. Мета і завдання дослідження 
Метою дослідження є порівняння ступеню протеолізу протеїнів 
концентрату сироваткових білків і встановлення молекулярно-масового 
Н
е є
 пе
ре
ви
да
нн
ям
розподілу продуктів протеолізу, отриманих за дії протеолітичних препаратів 
тваринного, рослинного і мікробіологічного походження. 
Для досягнення мети були поставлені такі завдання: 
– встановити динаміку протеолізу концентрату сироваткових білків за дії 
папаїну, нейтральної протеази, трипсину, хімотрипсину і панкреатину; 
– провести гель-фільтрацію і встановити молекулярно-масовий розподіл 
продуктів протеолізу концентрату сироваткових білків за дії різних 
протеолітичних препаратів;  
– встановити чутливість різних протеїнових фракцій концентрату 
сироваткових білків до дії протеолітичних препаратів з допомогою 
електрофорезу в поліакриламідному гелі. 
 
4. Матеріали та методи спектрофотометричних, хроматографічних та 
електрофоретичних досліджень протеолізу протеїнів сироватки молока 
4. 1. Матеріали, реагенти і обладнання, використані в дослідженнях 
продуктів протеолізу концентрату сироваткових білків 
В роботі для проведення протеолізу використані наступні ензимні 
препарати: нейтральна протеаза і папаїн фірми «Barret industrial limited» 
(Великобританія), трипсин і хімотрипсин фірми «Biozym» (Німеччина) та 
панкреатин виробництва ПрАТ «Технолог» (Україна). Як субстрат брали 
концентрат сироваткових білків, вироблений на ТОВ «Бучацький сирзавод» 
(Україна) згідно проекту ТУ У 15.5-00419880-ХХХ:2011 «Концентрат 
сироваткових білків (КСБ-УФ). Технічні умови».  
Масова частка вологи в ньому становила 7,85 %, а білку – 72,00 %. Для 
ідентифікації протеїнових фракцій на електрофореграмах використовували 
альбумін сироватки крові бика (BSA) фірми «Sigma» (Німеччина) і β-LG 
коров’ячого молока. Гомогенний β-LG отримували з сироватки молока шляхом 
повторної гель-фільтрації [18]. Для виділення сироватки молока рН свіжого 
знежиреного молока доводили 0,1 Н HCl при перемішуванні до значення 4,6, 
досягаючи ізоелектричного осадження казеїнів. Після цього агрегати казеїну 
осаджували центрифугуванням на центрифузі ОПН-8 (5000 об/хв, 10 хвилин). 
Отриману сироватку відцентрифуговували двічі. 
Для гель-фільтрації використовували сефадекс G-50 фірми «Pharmacia» 
(Швеція). Гель-фільтрацію проводили в колонках фірми «Reanal» (Угорщина). 
Для отримання зразків для гель-фільтрації 3 см3 гідролізату концентрату 
сироваткових білків (КСБ) змішували з 3 см3 10 % розчину ТХО і витримували 
20 хв для осадження нерозщеплених протеїнів. Утворений осад 
відфільтровували, а до 1 см3 фільтрату додавали 6,5 м3 5 % розчину оцтової 
кислоти. На колонку для гель-фільтрації наносили 2 см3 приготовленого 
розчину. Електрофорез в пластинках поліакриламідного гелю (ПАГ) проводили 
в апараті типу Стадієра. Буферні розчини і розчини ПАГ для електрофорезу 
готували з використанням реактивів фірми «Reanal» і реактивів високого 
ступеня очищення, вироблених в Україні. Спектрофотометрію продуктів 
протеолізу концентрату сироваткових білків проводили на спектрофотометрі 
СФ-46. Для визначення концентрації (мг/см3) протеїнів сироватки і продуктів її 
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протеолізу використовували відомий коефіцієнт поглинання (D1 %) – 12,3. Для 
визначення концентрації β-LG використовували коефіцієнт поглинання 9,6 і 
для BSA – 6,7 [18].  
 
4. 2. Спектрофотометричні, хроматографічні і електрофоретичні 
методи досліджень протеолізу концентрату сироваткових білків 
Протеолітичну активність ензимних препаратів визначали 
спектрофотометрично за методом В. Ф. Селеменєва [19]. Гель-фільтрацію 
продуктів протеолізу проводили на колонці (75×1,5 см) з набору для рідинної 
хроматографії фірми «Reanal». Швидкість елюції задавали 20 см3/год. У фракції 
відбирали по 5 см3 елюату. Концентрацію протеїнів і продуктів протеолізу у 
хроматографічних фракціях визначали спектрофотометрично за поглинанням 
при довжині хвилі λ=280 нм. 
Фракційний склад КСБ і продуктів протеолізу аналізували експрес-
методом електрофорезу в анодній системі однорідного ПАГ [20]. Кількісну 
обробку електрофореграм проводили, використовуючи функцію зчитування 
графічних зображень imread [21]. 
Математично-статистичну обробку результатів дослідження виконували з 
використанням пакетів програми Microsoft Office Excel 2007. 
 
5. Результати досліджень продуктів протеолізу концентрату 
сироваткових білків 
5. 1. Порівняння динаміки протеолізу концентрату сироваткових 
білків за дії різних протеолітичних препаратів 
Перед проведенням протеолізу КСБ у ньому було охарактеризовано 
фракційний склад протеїнів та молекулярно-масовий розподіл протеїнів і 
пептидів. Результати гель-фільтрації 1 % водного розчину КСБ на колонці з 
сефадексом G-50 показані на рис. 1, а. Враховуючи об’єм елюції, хроматограму 
розділено на три сектори (І, ІІ, ІІІ). Хроматографічні фракції кожного сектору 
об’єднували і спектрофотометрично визначали кількість протеїнів і пептидів. 
За результатами трьох гель-фільтрацій було встановлено, що перший сектор 
містить 31 % від всіх протеїнів КСБ. Їх молекулярна маса (М) становить 
>30000 Да. Другий сектор (1500 Да<М<30000 Да) містить 67 % протеїнів і 
пептидів, а третій (М<1500 Да) – 2 %. Результати електрофоретичного аналізу 
фракційного складу протеїнів КСБ показані на денситограмі (рис. 1, б). На 
денситограмі видно типовий розподіл протеїнових фракцій сироватки молока: 
β-LG, α-LA, альбумін сироватки крові (BSA), імуноглобуліни (IG) і окремі 
високомолекулярні компоненти протеозо-пептонної фракції (PPF). 
 Н
е є
 пе
ре
ви
да
нн
ям
 
а 
 
 
б 
 
Рис. 1. Хроматограма і денситограма електрофореграми концентрату 
сироваткових білків: а – хроматограма концентрату сироваткових білків, 
отримана гель-фільтрацією на сефадексі G-50; б – денситограма 
електрофореграми концентрату сироваткових білків 
 
Протеоліз 15 % розчину КСБ проводили при співвідношенні 
ензим:субстрат – 1:20. Такі співвідношення використовуються при отриманні 
гідролізатів сироваткових протеїнів [15, 22]. Перед протеолізом для ензимних 
препаратів було встановлено значення критерію b, який є пропорційним до 
протеолітичної активності препарату, за методом Селеменєва [19]. 
Співвідношення найбільш активного препарату (хімотрипсин, b=5,67) до 
субстрату задавали, як 1:20. Концентрацію інших препаратів збільшували 
відповідно до значення критерію b. Він становив для нейтральної протеази – 
5,55, для панкреатину – 2,67, трипсину – 2,02 і для папаїну – 1,35. 
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Протеоліз проводили при температурі 37 °C і значенні рН 7,9. Під час 
протеолізу періодично відбирали зразки для спектрофотометричного 
визначення продуктів протеолізу, розчинних в 5 % трихлороцтовій кислоті 
(ТХО). Окрім того відбирали зразки для хроматографічного і 
електрофоретичного аналізу. Результати дослідження утворення ТХО-
розчинних продуктів протеолізу КСБ показані на рис. 2.  
 
 
 
Рис. 2. Протеоліз концентрату сироваткових білків протеолітичними 
препаратами: 1 – хімотрипсин; 2 – трипсин; 3 – папаїн; 4 – панкреатин; 5 – 
нейтральна протеаза 
 
Як видно на графіках, протеоліз інтенсивно проходить перших 60 хвилин і 
в основному завершується до 120 хвилини. Найвищий ступінь протеолізу 
показали нейтральна протеаза і панкреатин. 
 
5. 2. Гель-фільтрація продуктів протеолізу концентрату сироваткових 
білків на сефадексі G-50 
При проведенні протеолізу протеїнів сироватки важливо встановити 
молекулярно-масовий розподіл отриманих поліпептидів і пептидів. Для цього 
була проведена гель-фільтрація реакційної суміші після осадження 
нерозщеплених протеїнів ТХО, відібраної на 60-й і 120-й хвилинах протеолізу. 
Результати гель-фільтрації продуктів протеолізу на сефадексі G-50 показані на 
рис. 3, 4. Видно, що хроматографічні профілі продуктів протеолізу можуть 
суттєво відрізнятися навіть при близьких значеннях ступеню протеолізу. Це 
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видно при порівнянні хроматограм, показаних на рис. 3, г, 4, г. Також при 
незначній зміні значення ступеня протеолізу може інтенсивно змінюватися 
співвідношення кількості продуктів, що відрізняються молекулярними масами 
(рис. 3, в, г). 
Всі хроматограми розділяли на три сектори, як це було зроблено при гель-
фільтрації КСБ (рис. 1, а). В об’єднаних фракціях за результатами трьох гель-
фільтрацій визначали середній вміст продуктів протеолізу з: М<1500 Да, 
1500 Да<М<30000 Да і М>30000 Да (табл. 1). 
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Рис. 3. Хроматограми продуктів протеолізу КСБ, отримані на 60-й і 120-й 
хвилинах протеолізу за дії ензимних препаратів: а – папаїну (60 хв); б – папаїну 
(120 хв); в – нейтральної протеази (60 хв); г – нейтральної протеази (120 хв); д – 
трипсину (60 хв); е – трипсину (120 хв) 
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Рис. 4. Хроматограми продуктів протеолізу КСБ, отримані на 60-й і 120-й 
хвилинах протеолізу за дії ензимних препаратів: а – хімотрипсину (60 хв); б – 
хімотрипсину (120 хв); в – панкреатину (60 хв); г – панкреатину (120 хв) 
 
Таблиця 1 
Молекулярно-масовий розподіл продуктів протеолізу КСБ протеолітичними 
препаратами за результатами гель-фільтрації на сефадексі G-50 (M±m, n=3) 
Протеолітичний 
препарат 
Продукти 
протеолізу з 
М≥30000 Да 
Продукти протеолізу 
з 
1500 Да<М<30000 Да 
Продукти 
протеолізу з 
М≤1500 Да 
Загальна 
кількість 
продуктів 
протеолізу* 
мг % мг % мг % мг % 
Тривалість протеолізу 60 хвилин 
Папаїн 4,0±0,8 3 100±5,2 82 18±1,4 15 123±7,8 57 
Нейтральна 
протеаза 
3,1±0,5 2 107±5,3 71 41±2,5 27 151±9,1 70 
Трипсин 16,6±1,3 14 91±3,7 73 16±1,2 13 124±7,0 57 
Хімотрипсин 11,0±0,9 8 106±7,0 79 18±2,3 13 135±7,2 63 
Панкреатин 4,3±0,7 3 107±9,1 75 31±2,0 22 143±10,0 66 
Тривалість протеолізу 120 хвилин 
Папаїн 2,7±0,5 2 108±6,3 75 33±3,2 23 144±6,7 67 
Нейтральна 
протеаза 
2,3±0,4 1 114±8,1 70 46±4,9 29 163±9,1 75 
Трипсин 12,3±1,2 9 102±6,4 73 25,6±2,4 18 140±8,7 65 
Хімотрипсин 11,3±1,1 8 110±7,3 79 18,7±2,7 13 141±10,5 65 
Панкреатин 5,1±0,8 3 109±10,3 72 38,7±3,3 25 153±7,9 71 
Примітка:відсоток від кількості протеїнів зразку, взятого для гель-фільтрації 
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У табл. 1 наведені значення у відсотках кількості продуктів протеолізу, 
розчинних у 5 % ТХО, від загальної кількості протеїнів і пептидів у КСБ, які 
були використані для проведення гель-фільтрації. 
 
5. 3. Електрофорез протеїнових фракцій концентрату сироваткових 
білків в поліакриламідному гелі 
Протеїнові фракції сироватки молока характеризуються різною стійкістю 
до дії протеолітичних ензимів. Тому для встановлення походження продуктів 
протеолізу важливо встановити фракційний склад протеїнів КСБ, які не 
розщепилися в процесі протеолізу різними ензимними препаратами. Для цього 
зразки, відібрані на різних етапах протеолізу (0 хв, 60 хв, 120 хв і 180 хв) 
аналізували електрофорезом. Для аналізу був застосований експрес-метод, 
запропонований раніше для аналізу великої кількості зразків протеїнів 
сироватки молока [20]. Також у всіх випадках було проведено 
денситометричний аналіз електрофореграми зразка, відібраного на 120-й 
хвилині протеолізу. Результати електрофоретичного і денситометричного 
аналізу показані на рис. 5, 6. В усіх випадках, як видно на електрофореграмах, 
не відбувається повного розщеплення протеїнових фракцій протягом 
180 хвилин протеолізу. Денситометричні дослідження свідчать про відмінності 
у ступені розщеплення протеїнових фракцій різними протеолітичними 
препаратами.  
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Рис. 5. Електрофореграми (1 – 0 хв; 2 – 60 хв; 3 – 120 хв; 4 – 180 хв) і 
денситограми (120 хв) продуктів протеолізу сироваткових протеїнів, отриманих 
на різних стадіях дії ензимних препаратів: а – папаїн (електрофореграма); б – 
папаїн (денситограма); в – нейтральна протеаза (електрофореграма); г – 
нейтральна протеаза (денситограма); д – трипсин (електрофореграма); е – 
трипсин (денситограма) 
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Рис. 6. Електрофореграми (1 – 0 хв; 2 – 60 хв; 3 – 120 хв; 4 – 180 хв) і 
денситограми (120 хв) продуктів протеолізу сироваткових протеїнів, отриманих 
на різних стадіях дії ензимних препаратів: а – хімотрипсин (електрофореграма); 
б – хімотрипсин (денситограма); в – панкреатин (електрофореграма); г – 
панкреатин (денситограма) 
 
За площею відповідних піків на денситограмах було розраховано 
залишкову кількість нерозщепленого β-LG і α-LA після 120 хвилин протеолізу. 
Результати показані на діаграмах (рис. 7).  
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Рис. 7. Відсоток негідролізованих протеїнових фракцій КСБ за дії папаїну (1), 
трипсину (2), хімотрипсину (3), нейтральної протеази (4) і панкреатину (5):  
а – β-LG; б – α-LA 
 
Близько 80 % β-LG і α-LA розщеплюються за дії нейтральної протеази і 
панкреатину. Близько 70 % протеїнів цих фракцій гідролізують трипсин і 
хімотрипсин. 
 
6. Обговорення результатів протеолізу концентрату сироваткових білків 
Порівняльну характеристику дії протеолітичних препаратів проводили на 
субстраті «Концентрат сироваткових білків». Цей субстрат містить всі основні 
протеїни сироватки молока, які є попередниками природних БАП. Вміст цих 
протеїнів за результатами електрофоретичного аналізу (рис. 1) близький до їх 
вмісту у сироватці молока [23]. 
При гідролізі протеїнів сироватки використовують протеолітичні препарати, 
які забезпечують високий ступінь протеолізу [14, 22]. При отриманні 
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гіпоалергенних продуктів на основі протеїнів сироватки також важливим 
показником є вміст низькомолекулярних пептидів [15]. Попереднє вирівнювання 
загальної протеолітичної активності п’яти ензимних препаратів різного 
походження дало в результаті близькі значення ступеню протеолізу (рис. 2). В той 
же час, отримані за дії використаних ензимних препаратів продукти протеолізу 
можуть відрізнятися за молекулярно-масовим розподілом, походженням з різних 
протеїнових фракцій сироватки молока і, відповідно, первинною структурою. 
Відомо, що основна частина природних БАП має молекулярну масу в межах від 
200 до 1500 Да [1, 2]. Для характеристики молекулярних мас продуктів протеолізу 
протеїнів сироватки часто використовують гель-фільтрацію на сефадексі G-25. У 
цьому випадку частина БАП (з М<1000 Да) виходить з об’ємом, який дорівнює 
повному об’єму хроматографічної колонки. Інша частина БАП елююється з 
об’ємом, що знаходиться між повним і вільним об’ємом. При використанні 
сефадексу G-100 [22] всі БАП, а також частина великих поліпептидів (до 
50 амінокислотних залишків) виходять з повним об’ємом колонки. Для гель-
фільтрації було взято сефадекс G-50, який дозволяє отримати групу 
хроматографічних фракцій, що містить практично всі природні БАП. Це фракції, 
які елююються з об’ємом, який дорівнює повному об’єму колонки. На рис. 3, 4 ці 
фракції знаходяться у третьому секторі хроматограм. Найбільша кількість 
продуктів протеолізу у фракціях цього сектору утворюється за дії нейтральної 
протеази і панкреатину (табл. 1). 
Електрофорез в ПАГ рідко використовують для аналізу коротких пептидів, 
оскільки вони погано фіксуються навіть у ПАГ з високою концентрацією. 
Проте, з допомогою електрофорезу можна встановити протеїнові фракції, які не 
розщеплюються в процесі протеолізу. Відомо, що експрес-електрофорез в 
анодній системі однорідного ПАГ дозволяє надійно ідентифікувати основні 
протеїни сироватки молока, які є попередниками БАП [20]. Застосування цієї 
електрофоретичної системи дозволило отримати відповідні денситограми 
(рис. 5, 6) та кількісно оцінити розщеплення окремих протеїнових фракцій за дії 
ензимних препаратів (рис. 7). Найменша кількість нерозщепленого β-LG, який є 
основним попередником БАП, була отримана за дії нейтральної протеази і 
панкреатину. Другий важливий попередник БАП – α-LA активно 
розщеплюється панкреатином, нейтральною протеазою і хімотрипсином. 
Літературні дані підтверджують ефективність трипсину і панкреатину при 
отриманні гідролізатів протеїнів сироватки [15]. При порівнянні ступеня 
протеолізу КСБ (табл. 1) і залишку нерозщеплених фракцій (рис. 7) видно 
певну невідповідність. Очевидно, частина високомолекулярних продуктів 
протеолізу осаджується 5 % ТХО, але не фіксується у ПАГ. Також такі 
поліпептиди можуть фіксуватися у ПАГ, але не утворювати чітких смуг на 
електрофореграмах. 
За літературними даними майже всі відомі природні БАП з протеїнів 
сироватки молока утворюються за дії панкреатину, а також трипсину і 
хімотрипсину, які входять до його складу [2]. Це пов’язано зі специфічністю дії 
ензимів комплексного препарату. БАП з протеїнів сироватки характеризуються 
певною первинною структурою, яка строго визначає їх властивості і біологічну 
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дію [7, 24, 25]. У випадку використання протеаз рослинного (папаїн) і 
мікробіологічного (нейтральна протеаза) походження первинна структура 
пептидів буде відрізнятися [6]. Ймовірність утворення природних БАП при 
цьому буде зменшуватися. 
Отримані результати свідчать про відмінності у молекулярно-масовому 
розподілі і фракційному походженні продуктів протеолізу протеїнів сироватки, 
отриманих за дії різних протеолітичних препаратів з однаковою загальною 
протеолітичною активністю. Проте, в даному дослідженні не була визначена 
первинна структура пептидів у продуктах протеолізу, що необхідно для 
встановлення їх відповідності відомим БАП з протеїнів сироватки молока. Це 
потрібно для більш точного порівняння дії протеолітичних препаратів. Але 
навіть вже отримані у роботі результати доводять, що для збереження 
потенціалу природних БАП в кінцевих продуктах важливо проводити 
протеолітичні процеси в умовах, які відображають процеси нормального 
травлення за дії протеаз підшлункової залози. 
 
7. Висновки 
1. При протеолізі 15 % розчину КСБ (E:S=1:20) у фізіологічних умовах (рН 
7,9 і 37 °C) протеолітичними препаратами (папаїн, нейтральна протеаза, 
трипсин, хімотрипсин і панкреатин) тривалістю 180 хвилин були отримані 
близькі значення концентрації продуктів протеолізу, розчинних у 5 % ТХО. 
Основна кількість продуктів протеолізу утворювалася в перші 30–60 хв. 
Протеоліз в основному завершувався до 120 хв. 
2. Гель-фільтрацією на сефадексі G-50 було визначено кількість продуктів 
і ступінь протеолізу КСБ на 60 і 120 хвилинах. Вони становили відповідно: для 
папаїну – 123±7,8 мг (57 %) і 144±6,7 мг (67 %); для нейтральної протеази – 
151±9,1 мг (70 %) і 163±9,1 мг (75 %); для трипсину – 124±7,0 мг (57 %) і 
140±8,7 мг (65 %); для хімотрипсину – 135±7,2 мг (63 %) і 141±10,5 мг (67 %); 
для панкреатину – 143±10,0 мг (66 %) і 153±7,9 мг (71 %). Також шляхом 
поділу хроматограм на сектори було досліджено вміст продуктів протеолізу з 
М<1500 Да, 1500 Да<М<30000 Да, М>30000 Да. Найвища кількість 
низькомолекулярних пептидів (М<1500 Да) була отримана за дії нейтральної 
протеази (29 %) і панкреатину (25 %). Також показано, що при близьких 
значеннях ступеню протеолізу співвідношення продуктів за молекулярними 
масами може суттєво відрізнятися. 
3. Електрофоретичні дослідження гідролізатів КСБ свідчать про 
відмінності у доступності різних протеїнових фракцій до дії протеолітичних 
препаратів. Найвищий ступінь протеолізу (близько 80 %) фракцій β-LG і α-LA 
показали панкреатин і нейтральна протеаза. 
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